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PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION DE CALCITONINAS

CIBA-GEIGY AG., entidad suiza, residente en Basilea, 
Suiza.

En la obtención de péptidos de cadena larga sin­
téticos a partir de fragmentos de péptidos se forman por lo 
general cantidades más o menos considerables de productos 

secundarios que resultan difíciles de separaf. Así se 
pueden presentar en la cadena de aminoácido restos de

M.;
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aminoácido en forma de diastereomeros, por ejemplo, en la 

síntesis descrita por Sieber et al. (Helv. Chim. Acta jjg , 
2135 - 2150 (1970)) de la calcitonina humana los restos 
de aminoácido Leu\ Leu^, Thr^, Phe ^  e His^. Además, en 

los páptidos que contienen azufre se puede presentar una 
alquilación 6 una migración N -1:— ^O-acilo, tal y como se 
describe asimismo en la publicación indicada. Para separar 
estos productos secundarios se realizan, bien en la etapa 
con el mayor número de fragmentos protegidos y/o en la eta­
pa del péptido total protegido y/o en el mismo producto fi­

nal, costosas operaciones de purificación, tales como de 
distribución en contracorriente, electroforesis o cromato­
grafía. Estas recargan la obtención de tales páptidos de 
cadena larga en escala industrial, pues se precisan de gran­
des cantidades de absorbentes y/o disolventes que son muy 
difíciles de regenerar ó bien solo bajo gastos considera­
bles.
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Se ha hallado ahora un procedimiento de purifi­
cación muy sencillo para los páptidos del tipo de la calci­
tonina con un punto isoeléctrico que se encuentra entre los 

valores pH de unos 5 a 10 (es decir, p.I. - unos 5 - 10).
Este se caracteriza porque el páptido de calcitonina se pre­
cipita de una solución acuosa de una sal con ácidos o basas 
mediante ajuste del pH al margen isoeláctrloo como sal ínter-' 
na. La expresión "margen" isoeléctrico se emplea ya que en 

los presentes compuestos el punto isoeléctrico no está exac­
tamente definido y eáte se extiende a través de un margen pH 
más amplio, veáse Korttlm, Lehrbuch der Elektrochemie, Edito­
rial Chemie, Weinheim, 1966, pág. 336. Bajo margen isoeléc­
trico entendemos nosotros el margen pH de pli aproximadamen-
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te 1 unidad pH.
Sorprendentemente se obtiene en esta precipita­

ción el péptido en gran pureza, ya que los productos secun­

darios arriba mencionados no se precipitan al mismo tiempo, <5 
bien en el caso de los derivados de O-acilo, esbos se vuelven 

a transformar en los derivados de N-acilo. El grado de pure­

za de los productos sobrepasa a aquellos de los péptidos pu­
rificados por doble distribución en contracorriente, esto es 
en la etapa previa protegida y en el producto final (véase 
por ejemplo, Helv. Chlm. Acta jg?, 2135 (1970))¡. También se 
pueden obtener calcitoninas de alta pureza cuando la etapa 
previa protegida (dotriacontapeptidoamida protegida) no se 

ha purificado por distribución en contracorriente, etc., si­

no solo por disolución y precipitación. Las pérdidas por la 

operación de purificación son inferiores a las de los demás 
procedimientos. El producto obtenido muestra una actividad 
biológica total.

Este método no era de prever, pues otros pépti­
do s de cadena larga, tales como, por ejemplo, ACTH, insuli­
na, glucagona no se pueden purificar de esta manera.

Como péptidos del tipo calcitonina con un punto 
isoeléctrico de pl * unos 5 - 1 0  son de mencionar, en pri­
mer lugar, la calcitonina humana (calcitonina M) y sus deri­

vados y análogos, por ejemplo, aquellos que se describen en 
las patentes belgas na 737,890, n-9 740,256, na 757,786 y en 

la solicitud de patente suiza na 4454/73. Anélqgos son, ante
O

todo, aquellos que en lugar de metionina contienen un áci­
do dL-alquilo inferior-c(-aminoacético, especialmente aque­

lla donde el alquilo inferior muestra 2 - 4  átomos de carbo­
no, especialmente valina, además, norvalina, leucina, iso-
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leucina, norleucina 6 ácido d,-aminobutírico. Otros amino­

ácidos de intercambio preferentes, que también pueden estar 
presentes en la posición 8 junto con los aminoácidos do in-

11 12tercambio mencionados son L-lisina , L-leucina , L-leuci- !
16 1Q 22 26 *na , L-leucina , L-tirosina , L-asparagina y L-treoni-
27na Los derivados son, ante todo, los correspondientes 

désamino^-Ééptidos asi como derivados de N**-amilo.
Los grupos acilo para la acilación del grupo N** - 

amino son los restos de ácidos carboxilicos, tales como áci- 
10 dos carboxilicos aliféticos, aromáticos, aralifáticos, hete- 

roeiclicos o heterociclico-alifáticos, especialmente de 
ácidos alcano ó alqueno inferiores, mono 6 divalentes, ante . 
todo los ácidos alcano inferior con 1 - 4  átomos de carbono, 
tales como.ácido fórmico, ácido acético, ácido propiónico,

1$ ácidos butíricos, además, ácido acrilicó, ácido succinico,
de ácidos carboxilicos aliciclicos, tales como ácidos clclo- 
alquilcarboxilicos, tal como ácido benzoico o ftálico insus­

tituido y sustituido, de ácidos aril-ariló sustituido-alqui- 

lo inferior 6 alquenil-carboxilicos, tales como ácido fenil- 
20 acético, de ácidos inaustituidos o sustituidos, mono- ó diva 

lentes, de 5 a 6 miembros, heterocíclicos, con nitrógeno, 
azufre y/u oxigeno como heteroátomos, tales como ácidos piri- 
dihcarboxilicos, ácidos tiofencarboxilicos, 6 de ácidos he- 
terociclil-alcano inferior, tales como ácido piridinacático, 

25 ácido imid8aolilacético, donde los sustituyentes del anillo 
son, por ejemplo, átomos de halógeno,, grupos nitro, grupos 
alquilo inferior ó grupos alcoxi inferior ó grupos carbalco- 
xi inferior. Además son de mencionar como restos acilo, ante 
todo los restos acilo de aminoácidos, especialmente de t^-amá 

30 noácidos, tales como, por ejemplo, glicilo; L-leucilo, L-pi



roglutamilo, ade'más, los restos aoilo que se derivan del 

ácido carbónico o del ácido tiocarbónico $ bien sus esteres 

o amidas, por ejemplo, grupos de alquiloxi inferior-carboni- 

lo, tales como etoxicarbonilo, terc.butiloxicarbonilo, además, 
benzoiloxicarbonilo insustituido y sustituido como arriba in 
dicado, carbamoilo y tiocarbamoilo, asi como carbamoilo N- 
sustituido y tiocarbamoilo, por ejemplo, N-alquilo inferior- 
carbamoilo, N-fenilcarbamoilo, N-fenil-tiocarbamoilo.

La calcitonina humana muestra un margen isoeléc­
trico de 7 - 8. La variación del margen isoeléctrico al sus­
tituir aminoácidos individuales por otros se puede determia 
nar experimentalmente, por ejemplo, electroforáticamente, o 

también ser balculado. El punto isoeléctrico de los pépti- 

dos se puede calcular, por ejemplo, segRn J. Greenstein and 

M, Vinitz "Chemistry of the Amino Acids", Vol* 1, Éd. John 
Wiley ánd Sons, Inc., New York, London, 1961, pág. 482 y s*

Como sales de los péptidos que se pueden.emplear 
en el nuevo procedimiento como producto de partida entran 
en consideración todas las sales que son solubles en agua 
o en caso dado en una solución de agua y un disolvente de 
péptido orgánico, por ejemplo, alcandés inferiores, espe­
cialmente metanol, etanol, isopropanol, terc.butanól, Ó di- 

metilformamida ó dimetilacetamida. Tales sales son, por ejem 
pío las sales de ácidos minerales, especialmente los hldráci 
dos halogenados, ó de ácidos orgánicos, ante todo ácido acé­

tico y ácidos acéticos halogenados, tales como ácido tri- 
fluoracético, ácido dioloroacético, además, ácidos sulfóni- 
cos, tales como ácidos alcano inferior-sulfónicos, por ejem­
plo, ácido metanosulfónico, ó ácidos benceno- ó toluenosulfó 
nicos* El péptido se puede emplear también cómo sal con ba- *



7

r.,t.

5 ;

10

15

20

25

30

ses, por ejemplo, con amoniaco 6 con aminas primarias, se­

cundarias, terciarias o cuaternarias, por ejemplo, aminas 
correspondientes que como restos orgánicos contienen uno o 
.más restos de alquilo inferior, ciploalquilo (preferentemen­

te con 5 - 6  átomos de anillo) 6 aralquilo, especialmente 

restos de fenil-alquilo inferior, por ejemplo, trietilamina, 

ciclohexilamina, diciclohexilamina, bencilamina, hidrÓxido 
trimetilbencilamonico, además, con guanidina sustituida por 
uno de los restos orgánicos mencionados, por ejemplo, tetra- 
metilguanidina. En primer lugar se emplea el páptido en for­
ma de aquella sal en la que se obtiene de la síntesis, por 
ejemplo, en forma del hidrocloruro, del hidrobromuro, del hi 
drofluoruro, del trifluoracetato Ó acetato. Si se desea, las 
sales en las que se obtiene el páptido se pueden transformar 
antes de la operación de limpieza, en la sal ácido acética, 
por ejemplo, por intercambiador de iones.

La sal se disuelve en agua o en una solución de 

agua y un disolvente de páptido orgánico. Se mide el pH y 

se agrega, segán este presente una sal con unoádido o con 
una base cuidadosamente base o ácido hasta que se alcance 

el margen isoeléctrico. Como bases se emplean, por ejemplo, 
amoniaco, alcali acuoso, especialmente lejía sódica o lejía 
potásica, carbonatos o hidrogenocarbonatos alcalinos, por 
ejemplo, carbonato ó bicarbonato sódico, bases orgánicas co­
mo las aminas arriba mencionadas ó, preferentemente, inter­
cambiadores de iones básicos. Son adecuados los intercambia­
dores de iones ligeramente básicos, aquellos de basicidad me­
dia y fuertemente básicos. Tales intercambiadores de iones 
se pueden obtener por polimerización de cuerpos básicos ade- . 
cuádos o por introducción de grupos básicos en polímeros.

+
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Ventajosamente se emplean productos que se obtienen en el 
mercado, por ejemplo, aquellos a base de celulosa, tales co­
mo DEAE-Cellulose 6 DEAE-Sephadex. Son especialmente adecua­

dos los intercambiadores de iones a base de poliestireno 
que distintas firmas ponen en el mercado bajo distintos nom­

bres de marca, por ejemplo, el intercambiador de iones débil­

mente básico de Merck na II 6 el intercambiador fuertemente 
básico de Merck na m  6 las distintas formas comerciales de 
los intercambiádores de iones básicos Dowex o dé las amber- 
litas básicas. En caso de que el margen isoeléctrico se ha­
ya de ajustar mediante ácidos se emplean, por ejemplo, áci­
dos minerales, ante todo hidrácidos halogenados, especialmen 

te el ácido clorhídrico, 6 ácidos orgánicos, por ejemplo, 

ácido acético o ácido cítrico, o intercambiadores de iones 

ácidos correspondientes a los intercambiadores de iones bási- 
oos arriba mencionados, por ejemplo, aquellos a =base de poli­
estireno tales como "Amberlite" IR-120 ó "Dowex" 50.

Cuando se ha alcanzado el margen isoeléctrico 
comienza lentamente la precipitación del páptido. La preci­
pitación se deja completar durante varias horas, por ejemplo 

durante dos horas. Durante este periodo de tiempo sube el 
valor pH en aproximadamente una unidad. Así asciende por e jejo i 
pío el pH del acetato de calcitonina M aproximadamente a 4.
Al agregar intercambíador de iones ligeramente básico aumen­
ta este lentamente a 6,0 a 6,2. Aquí.comienza la precipita­

ción. En el transcurso de otras 2 horas aumenta el pH a unos 
7;5t pero entonces se mantiene constante.

Completada la precipitación del póptido áste* se 
separa, por ejemplo, por succión o centrifugación, y lava, ul­
teriormente a fondo con agua. Como el páptido precipitado se
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disuelve muy difícilmente en agua prácticamente no ae pre­
sentan pérdidas en la práctica. Si ae ha precipitado median­
te adición de intercambiadores de iones se ha de separar el 
péptido libre del intercambiador de iones, ^sto se pueda rea­
lizar, por ejemplo, transformando el péptido mediante ácido 

en una sal deseada, por ejemplo, en el acetato o hidrocloru- 
ro, y la solución se separa,por ejemplo,por filtración o 
succión del intercambiador de iones y se liofiliza. Si se ha 

trabajado sin.intercambiador de iones entonces se puede, si 

se desea, transfúrmar el producto precipitado por disolución 
en ácido y liofilización en la forma de sal deseada.

Acidos que son adecuados para la formación de 
sales de aplicación terapéutica son, por ejemplo, ácidos in­
orgánicos, tales como hidrácidos halógenados, por ejemplo, 
ácido clorhídrico o bromhídrico, ácido perclórico, ácido ní­
trico ó ácido tiociánico, ácidos sulfúricos o fosfóricos, ó 
ácidos orgánicos,tales como ácido fórmico, ácido acético, 
ácido propiónico, ácido glicólico, ácido láctico, ácido pir­
ático, ácido oxálico, ácido malénico, ácido succínico, ácido 
maléico, ácido fumárico, ácido mélico, ácido tartárico, áci­
do cítrico, ácido ascérbico, ácido hidroximaléico, áoido di- 

hidroximaléico, ácido benzoico, ácido fenilacético, ácido 

4— aminobenzoico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido antranílico, 
ácido, cinatnógico, ácido mandélico, ácido selicilico, ácido 
4— aminosalicilico, ácido 2-fenoxibenzoico, ácido 2-etoxiben- 
zoico, ácido metanosulfénico, ácido etanosulfénico, ácido 
hidroxietanosulfónico, ácido bencenosulfónico, ácido p-to- 
luenosulfénico, ácido naftalinsulfónico é ácido sulfanílico.

Los péptidos obtenidos según el presente proce­
dimiento se pueden emplear en forma de preparados farmacéutin



10 -

5

lo

15

20

25

30

eos. Rstos contienen los péptidos en mezcla con un material 
excipiente orgánico o inorgánico, farmacéutico, adecuado, poi 

ejemplo, para la aplicación intravenosa, intramuscular, sub­
cutánea o intranasal. Como tales entran en consideración aqua 
lias sustancias que no reaccionen con los polipéptidos, ta­
les como, por ejemplo, gelatina, agar-agar, tragante, celu­

losa, por ejemplo, "Avicel" (celulosa microcristalina) y de­

rivados de la celulosa tal como celulosa carboximetilica, 6- 
ter de celulosa, tal como celulosa metílica o etílica, poli- 
alquilen-glicoles, tales como propilenglicoles, agua, alco­
holes mono- 6 polivalentes, tales como etanol, isopropanol, 
gliceriqa, hexitas, aceites vegetales y otros ásteres de á- 

cido graso, tal como aceite de aráquida, aceite de semilla 
dé algodón, aceite de almendras, aceite de oliva, aceite de 
ricino, oleato etílico, miristato isopropilicp, palmitato 
isopropilico, "Cetiol V" (áster de ácido oláico de alcoholes 
grasos líquidos), "Miglyol" 6 "Labrafac" (mezcla de trigli- 
cáridos de ácidos grases con 8 - 1 2  átomos de carbono), 
"Labrafil M 2735" 6 "Labrafac WL 1219" (mezclas de gliceri- 
na y ásteres polioxietilánicos de ácidos grasos), "Arlacel" 
(áster sorbitánico de ácido graso), "Tween" (monooleato de 
sorbitano polioxietilánico), aceites de silicona, tal como 

aceite de silicona d&metilica, u otros excipientes medicina­
les conocidos. Los preparados farmacéuticos se pueden presen 
tai?, por ejemplo, como liofilizado o en forma liquida como 
soluciones, suspensiones, emulsiones o sprays, veáse por 
ejemplo, la publicación alemana DOS 2 212 315* Mu caso dado 
estarán esterilizados y/o contendrán agentes auxiliares, ta­
les como agentes de conservación, de estabilización, humecta­
ción o emulsión. Asimismo pueden contener otras sustancias
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terapéuticamente valiosas.
La invención se describe en los ejemplos siguien­

tes. Las temperaturas se indican en grados centígrados.
En la cromatografía de cápa delgada se emplean 

los sistemas siguientes: .

Sistema 43C: alcohol terc.amilico-isopropanol-agua (51:21:28]j 
Sistema 45: sec.butanol-amoniaco acuoso al 3 % (70 : 30) 
Sistema 52: n-butanol-ácido acético glacial-agua (75:7,5:21) 
Sistema 52A: n-butanolf-ácido acético glacial-agua (67:10:23) 

Sistema 70: acetato de etilo-piridina-agua (40:20:40), fase 
superior

Sistema 79: n-butanol-piridina-agua (34:33:33)
Sistema 96: sec.butanol-ácido acético glacial-agua (67:10:23j, 
Sistema 100: acetato de etilo-piridina-écido...acético glaciar- 

agua (62:21:6:11)
Sistema 101A: n-butanol-piridina-ácido acético glacial- 

agua (42:24:4:30)

Sistema 102A: acetato de etilo-metiletilcetona-écido fórmico- 
agua (50:30^:10:10)

Sistema 107: acetato de etilo-piridina-agua (49:24:27)

Sistema 114: sec.butanol-metiletilcetona-NH^ acuoso al 25 %- 

agua (37:37:13:13).
Sistema 121: isopropanol-NH^ acuoso al 25 % -agua (70:10:20) 
Sistema 121A: isopropanol - NH^ acuoso al.25-% - agua 

(85:5:10)
DS: sobre placas terminadas de gel de sílice SL 254 de la 
firma Antee, Birsfelden.
DC: sobre placas terminadas de la firma Merck, Darmstadt 
DA: sobre placas Alox (45 g AlgO^ de la firma Camag, Muttenz, 

4* 3*5 S de yeso, espesor 0,3 mm).30
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En los ejemplos se emplean las siguientes abre­

viaciones:
Roe tere.butiloxicarbonilo
Z oarbobenzoxi
OtBu áster tere.butilico
ONp áster p-nitrofenílico
OMe áster metílico
OSu áster hidroxisuccinimidico
tBu terc.butiláter
DMF dimetilformamida

Ejemplo 1

Acetato de calcitonina M puro
50 mg de sal trifluoracática de calcitonina M 

(patente belga 737 890) se disuelven en 5 ce de aguai. El pQ 
de la solucián asciende a 2,3. Bajo agitación se agregan en 
el plazo de 13 minutos, en varias porciones, en total 0,6 cc 

de intercambiador de iones Merck ns II, débilmente básico, 
forma de base libre. Se eleva asi el pH de la solucián a 
6,2. Se sigue agitando durante otros 30 minutos a temperatu­

ra ambiente con lo que el pH se eleva a 7,5 y se presenta 
un precipitado coposo. Después de agitar durante 3 horas el 
precipitado y el intercambiador de iones se separan por suc­
ción y se lava ulteriormente con agua. El agua de lavado con­
tiene 12 mg de productos secundarios de la calcitonina M.

La calcitonina M precipitada se separa del inter­
cambiador de iones lavando 4 veces, cada una con 4 cc de áci­
do acético al 90 % y en cada caso separación por succión.
Los extractos ácido acéticos reunidos se liofilizan y se ob- - 

tienen 36 mg de calcitonina M como sal ácido acética. El pro-
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ducto tiene ios siguientes datos analíticos:
Contenido en agua sogún imrl Finchen: 8,1 %
Contenido en ácido acético (cromatograficamente): 1,1 % 

Contenido en péptidos: 89,0 %

Contenido en flúor (microanaliticamente): 0,02 %

Análisis del aminoácido:(6-N. HC1, 24 h, 110°): todos los
aminoácidos en la proporción molar correcta, ex­

cepto Ser, Thr, Cys, que se destruyen parcial­
mente en la hidrólisis);

Espectro ultravioleta (en ácido acético al 10 %): A __ _ <=max
275 nm, .  1540.
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Ejemplo 2

Tríhidrocloruro de calcitonina M puro
1. Trifluoracetato de calcitonina M, en bruto

50,0 g de Boc-Oys-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)- 
Cys-Me t-Leu-Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Qln-Asp(OtBu)- 

Phe-Asb-Lys(Boc)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-Ala- 
Ile-Gly-Val-Gly-Ala-Pro-NHg (14,3 mmoles) se disuelven bajo 
nitrógeno en 700 cc de ácido trifluoracático al 85 %. Esta 

solución se deja durante 2 horas a 30°. A continuación se 
agita en 6 litros de éter libre de peróxido bajo buen enfria­

miento con hielo. Él precipitado se separa por -filtración, 
se lava con éter y se seca en alto vacio. Se obtiene el tri­
fluoracetato de calcitonina M en bruto como polvo incoloro.
2. Sal interna de calcitonina M

43,5 g del trifluoracetato do calcitonina oM en 
bruto obtenida según 1 se disuelven en 1 litro*de ácido acé­
tico al 1 %, se filtra a través de un filtro de vacio de vi­

drio G-4 y con amoniaco se precipita como sigue: La solu-
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ción se agita bajo nitrógeno a temperatura ambiente midién­
dose el pH en forma continua mediante un electrodo de vidrio. 

Se agrega lentamente solución de amoniaco aproximadamente
!

1-n (t «= 0,97) de manera que después de 1,25 horas se haya ! 
alcanzado un p'3 de 5* En el plazo de una horb mas aproxima­
damente se eleva el pH a 6 mediante la alimentación igualada 
de más solución de amoniaco aproximadamente 1-n. Comienza 

asi a precipitarse la sal interna de calcitonina M como pol­
vo insoluble. Se continua la lenta adición de solución de 
amoniaco hasta que en el plazo de aproximadamente otra hora 
se ha alcanzado el pH de 7)6. A continuación se agita adn 

durante 3 horas con lo que el pH casi no se varia más. Se 
filtra, se lava con amoniaco diluido del pH 7,6 y se seca en 
alto vacío. Se obtienen 18,9 6 de un polvo insoluble en agua. 
La determinación del ácido acético por cromatografía de gas 
de una muestra asi obtenida da un valor de 0,3 % en peso de 
ácido acético (corresponde a unos 0,17 mol-%).
3. Trihidrocloruro de calcitoninaM

27,3 g (8,0 mmoles) de sal interna de calcitoni­
na M se suspenden en 700 cc de t-butanol. Se agregan 250 cc 

de agua y 360 cc de ácido clorhídrico 0,1-n (36 mmoles), se 
agita durante algunos minutos y la solución turbia se filtra 
a través de un filtro de vacio de vidrio G-4. El residuo de 
filtración se disuelve en otros 250 cc de agua y se filtra 
al primer filtrado, -̂ ste se congela y se liofiliza. Después 
de equilibrar con humedad del aire se obtienen 27,0 g de 
trihidrocloruro de calcitonina M.

El producto presenta los siguientes datos analí­
ticos:

Cromatograma de capa delgada sobre celulosa (Merck):
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Rf * 0,61 en el sistema 101A 

0,52 en el sistema 45 
0,51 en el sistema 114
0,72 en el sistema 79 sobre óxido de aluminio con un 

8 % de yeso.

En la electroforesis de capa delgada aparece* una 
mancha con un trayecto de migración de 4,8 cm en dirección 

hacia el cátodo sobre placas de celulosa (Meibck,) y a un pH 
de 1,9; 9 V/cm y 3,5 horas de tiempo de traslación.

Contenido en ácido acático (por cromatografía de-gas): <0,,Q5% 
Contenido en agua según harl Fiacher: 8,5 % ' ^
Contenido en cloro: 2,80%(calculado sobre trihidrooloruro

anhidro: 3^02 %)
UV (en ácido acético al 10 %): ^

El producto de partida empleado en los ejemplos 
3) 4 y 5 se puede obtener como descrito en la publicación 
alemana 2 413 106 (correspondiente a la patente belga na

812 881).

Ejemplo 3

Trihidrooloruro de Asn -Thr -calcitonina M puro
26 271. Trifluoracetato de Asn -Thr -caloitonina M, en bruto 

5,8 g (1,41 mmoles) de Boc-Cya-Gly-Aan-Leu-Ser(t- 
Bu)-Thr(tBu)-Cys-Met-Leu-Gly-Thr(tBu)-Tyr(tBu)-Thr(tBu)-Gln- 
Asp(OtBu)-Phe-Asn-Lys(Boc)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln- 

Thr(tBu)-^sn-Thr(tBu)-Gly-Val-Gly-Ala-pro-NH2 se disuelven 
bajo nitrógeno en 70 cc de ácido trifluoracético al 8$ % de 
0° y después se agita durante 2 horas a 29 - 31°* La solu­
ción se vierte en 600 cc de éter libre de peróxido y enfria­

do con hielo, bajo fuerte agitación, el precipitado formado
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se separa por filtración y se seca en alto vacio.
2. Sal interna de Asn^-Thr^-calcitonina M

El precipitado secado obtenido bajo 1 se disuel­
ve en 130 cc de agua, se filtra a través de una frita de vi­
drio G4 y con amoniaco diluido se precipita áomo sigue:

La solución se agica bajo nitrógeno a temperatura ambiente 
goteándose lentamente solución de amoniaco aproximadamente 
1-n (t * 0,97). El pH se mide en forma continua mediante un 
electrodo de vidrio. La alimentación se regula de. manera que 

en el plazo de unas 1,3 horas se alcancé un pH dé 3. En una 
ulterior hora se obtiene mediante adición continuada de 
amoniaco un pH de 6. Durante este tiempo comienza a precipi­
tar la sal interna. Se continua goteando amoniaco diluido de 
manera que en el plazo de otra hora se forma un pH de 7*6.
A continuación se sigue agitando durante tres horas, se fil­
tra y se lava bien con agua de un pH de 7+5 (ajustado con 
amoniaco). El residuo se seca en alto vació. '
3. Trihidrocloruro de Asn -Thr -calcitonina M

La sal interna insoluble en agua, obtenida según 
2, se suspende en 80 cc de agua/t-butanol 1:1. Se agregan 
39)0 cc de ácido clorhídrico 0,1-^a, se agita'durante algunos 
minutos bajo nitrógeno y se filtrad Se lava varias veces cón 
un total de 120 cc de agua/terc.butanol 1:1 y sé liofiliza. 
Se obtiene un liofilizado incoloro que se equilibra con hume­
dad del aire. Rendimiento: 3)13 6*
El producto tiene los siguientes valores analíticos: 

Cromatograma de capa delgada sobre celulosa (Merck):
Rf - 0,41 en el sistema 114

0,36 en el sistema 43 

0,35 en el sistema 101 A
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5

Rf = 0,49 en el sistema 52 sobre óxido de aluminio con un 
8 % de yeso.
El trayecto de migración en la electroforesis de capa delga­

da sobre placas de celulosa (Merck) a un pH de 1,9 (ácido 
fórmico/ácido acético como tampón) 9 V/cm y 3,5 horas de 
tiempo de traslación es de 4,8 cm.
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Ejemplo 4

Acetato de Thr'"'-calcitonina M puro
80 mg de Thr^-calcitonina M en bruto*, sal ácido 

acética, se disuelven en 5 ce de agua y bajo agitación se r.= 
mezcla con un total de 1,2 cc de intercambiador de iones 
Merck na 1 1 , débilmente básico, forma da amina libre. Sube 
asi el valor pH de la solución de.originalmente-4,6 a 6,1.
Se agita durante otras dos horas a temperatura ambiente, for 
mándose un precipitado coposo y aumentando eí-pH de la solu­
ción a 7,1. He agita durante otros $0 minutqsbajo este pH, 
el precipitado se separa por succión junto con el intercam-r 
biador de iones y se lava bien con agua. Después se Separa 
el péptido del intercambiador de iones agitando la mezcla

aún húmeda con 15 cc de ácido acético al 90 % bajo calenta­
miento a 60° y separando por succión la solución ácido acéti-' , 

ca. La liofilización del eluado da 74 mg dé acetato de Thr - 
calcitonina M de un grado de pureza muy alto. Valor Rf en 
la cromatografía de capa delgada sobre* placas dé celulosa en 
el sistema 52 ** 0,50, Rf * 0,49 sobre placas de óxido de alu­
minio en el sistema 101A - 0,52 .

En la electroforesis de capa delgada (pH - 1,9;
280 V, 2 horas) se traslada el producto 4,4 cm.hacia el cato-' 
do. Contenido en ácido acético: 4,22 % (cromatografía de gas);



Contenido en agua: 7,78 % ('l'itración apgún karl Fischer); 
Contenido en péptido: 87,4 % (titrimetricamente); espectro 

UV: ^¡nax * nm; á*1560 (c - 2 en ácido acético al 5 %, 
calculado sobre un contenido en péptido de 87,4 %). Propor­
ción molar de aminoácido después de la hidrólisis total (6-N. 

HC1, 24 horas 110°) (los valores calculados entre paréntesis]:

Lys: 0,93 (1); His: 0,93 (D; NH^: 3^40 (4); Asp: 3,00 (3);
Thr: 3,23 (6); Ser: 1,17 (1); Gln: 2,02 (2); Pro: 2,06 (2);

Gly: 3,87 (4); Ala: 2,03 (2); l/2(0ys)!gí 2,13 (2); Val: I
(valor de referencia); Met: 1,07 (1); Leu: 1,82 (2Ĵ ; Tyr:

0,99 (1); Phe: 3,06 (3).

Ejemplo 5
Cys-Gly-Asn-Leu-^er-Thr-Cys-Met—Leu-Gly-Thr-Leu-Thr-Gln-Asp- 
Phe-Asn-Lys-Phe-His-Thr-Phe-Pro-Gln-Thr-Asn-Thr-Gly-Val-Gly- 

Ala-Pro-NHg, acetato (Acetato de Leu^^-Asn^-Thr^^-calcito- 

nina M)
170 mg de Boc-Cys-Gly-Asn-Leu-Ser(tBu)-Thr(tBu)- 

Cy s-Met-Leu-Gly-Thr (tBu )-Leu-Thr (tBu )-Gln-Aap (OtBu )-?he-Asn- 
Lys(Boc)-Phe-His-Thr(tBu)-Phe-Pro-Gln-Thr(tBu)-Asn-Thr(tBu)- 

Gly-Val-Gly-Ala-Pro-NHg en 3 cc de ácido trifluoracético al 
90 % se dejan reposar durante 90 minutos a 25°, el trifluor- 
acetato del péptido se precipita con éter libre de peróxido, 
se separa por succión, se lava ulteriormente con éter, se se­
ca y s e disuelve en ácido acético al 1%. Después se filtra 
a través de una columna de intercambiador de iones Merck 
(ligeramente básico, forma de acetato), se elúye con ácido 
acético al 1 % y el eiuado se liofiliza (116 mg). Para su 
purificación se disuelve el acetato obtenido en 3 cc de agua 
(pH do la solución - 4,2) y en porciones se agregan bajo agi-

-  18 -
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tación en total 2,8 cc de intercambiador de iones Merck na 

II (débilmente básico, forma de base). Sube asi lentamente 

el pH de la solución y al alcanzar un valor de unos 6,7 co­
mienza la precipitación del péptido libre. Se agita durante 

un total de 2 horas alcanzándose un pH de 7*1* Después se se­
paran por succión el precipitado y el intercambiador de io­

nes, se lava ulteriormente con agua y el péptido se separa 
por disolución del intercambiador de iones agitando con áci­
do acético al 90 % calentado a 60°. Se separa por succión, 
se lava ulteriormente con ácido acético al 90 % y se liofi- 
liza. Se obtienen 98 mg de Leu -Asn --Thr '-calcitonina M 
como acetato de alta pureza.

DC: Rf (101A) = 0,33;
DA: Rf (52) =.0,47

Ejemplo 6

Calcitonina M (acetato) pura

110 mg de acetato de calcitonina M puro se di­
suelven en.5 cc de agua y a la solución se agregan, en por­
ciones. y bajo agitación, en el plazo de 1 hora 1,0 cc de 
intercambiador de iones Merck n3 III, fuertemente básico. Su­
be asi. el pH de la solución a 6,6 y comienza la precipita­
ción de la calcitonina. Después de seguir agitando a tempera­
tura ambiente se eleva el pH de la mezcla a 7t3.donde.se 
mantiene. .......

Se separa ahora por succión el intercambiador 
de ionesjunto con él péptido precipitado, se leva a conti­
nuación con agua y después se separa el péptido por disolu­
ción del intercambiador de iones agregando ácido acético al 
90 % calentado, ^e vuelve a separar por succión, se lava ul-
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teriormente con ácido acético al 90 % y se liofiliza. Se ob­

tiene asi el acetato de calcitonina M de elevada pureza; sus 
datos analíticos corresponden a los producto obtenido en el 

ejemplo 1.
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N O T A
Descrita suficientemente la naturaleza del in­

vento, asi como la manera de realizarlo en la práctica, debe 
hacerse constar que las disposiones aáteriormente indicadas 
son susceptibles de modificaciones de detalle en Cuanto no 
alteren su principio fundamental. También se hace constar 

que el invento corresponde a una solicitud de patente presen-- 

tada eñ Suiza con fecha 14 de diciembre de 1973, ns 17350/73 
acogiéndose por lo tanto a los beneficios que conceden los 
Convenios Internacionales en vigor, siendo lo que constituye 

la esencia del referido invento y por lo que se solicita 
Patente de Invención por 20 años en España: PROCEDIMIENTO 
PARA LA PURIFICACION DE CALCITONINAS, caracterizándose por 
lo siguiente:

1. Procedimiento ¡ara la purificación de calcitoni-
20 ñas obtenidas sintéticamente, con un punto isoeléctrico que 

se encuentra entre los valores pH de unos 5 a 10, caracteri­
zado porque el peptido de calcitonina se precipita a partir 
de una solución acuosa de una sal con ácidos o bases median­
te graduación del pH al margen isoeléctrico, como sal inter- 

25 na.

2. Procedimiento según la reivindicación 1, carac­

terizado porque como producto de partida se emplea una sal
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de la calcitonina M.

3. Procedimiento según la reivindicación 1, carac­
terizado porque como producto de partida se emplea una sal 
de un análogo de la calcitonina M.

4. Procedimiento según la reivindicación 2 ó 3§ ca­
racterizado porque como producto de partida se emplea una 

sal de un derivado desamino^ de la calcitonina.

5. Procedimiento según la reivindicación 2 ó 3* ca­
racterizado porque como producto de partida se emplea una 
sal de un derivado N^-acilico de la calcitonina*

6. Procedimiento según una de las reivindicaciones 
2 - 5, caracterizado porque como producto de partida se em­
plea el péptido en bruto en forma de una sal con un hidr&ci-
do halogenado. ' = *

7* Procedimiento según una de las reivindicaciones
2 - 5 ,  caracterizado porque como producLo de partida se em­
plea el peptido en bruto en forma de un hidrocloruro.

8. Procedimiento según una de las reivindicaciones 
2 - 5 ,  caracterizado porque como producto de partida se em­
plea el páptido en bruto en forma del trifluoracetato.

9. Procedimiento según una de las reivindicaciones 
2 - 5; caracterizado porque como producto de partida se em­
plea el péptido en bruto en forma del acetato.
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10. Procedimiento según una de las reivindicaciones 
1 - 9 ,  caracterizado porque el pH del margen isoeléctrico

se gradúa mediante un ácido inorgánico o base.

11. Procedimiento según una de las reivindicaciones 

6 - 9 )  caracterizado porque el pH del margen isoeléctrico 
se gradúa con amoniaco acuoso.

12. Procedimiento según une de las reivindicaciones 

1 - 9 ,  caracterizado porque el del margen isoeléctrico
se gradúa mediante un intercambiador de iones.

13. Procedimiento según la reivindicación 12, carac­
terizado porque el péptido se separa del intercambiador de 

iones mediante transformación en una saíhidrosoluble.

14. Procedimiento para la purificación de calcito- 

ninas, tal y como queda sustancialmente descrito en la pre­
sente memoria.

Esta memoria consta de 22 hojas escritas a máqui­
na por una sola cara.

Madrid, %% ^
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